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酶催化过程的全程模拟
赵 媛 1 曹泽星 2,*
(1河南大学天然药物与免疫工程重点实验室，河南开封 475004；
2厦门大学化学化工学院，福建省理论与计算化学重点实验室，福建厦门 361005)
摘要：酶催化包括底物到活性区的输运、选择催化化学反应及产物释放等复杂过程，由于复杂的蛋白质环境
效应，任一化学和非化学过程都有可能是决定酶活性的关键步骤。为了全面认识酶催化活性，我们对几类酶
催化过程进行了广泛的组合量子/分子力学(QM/MM)和经典分子力学(MM)动力学模拟(MD)研究，详细地讨论
了整个酶催化过程的分子机制、关键残基的作用和蛋白质环境效应，丰富了对酶催化活性的认识。随着多尺
度模型和计算模拟方法的进一步完善与发展，有望实现超大复杂生物酶催化过程的全程模拟研究，为酶工程
领域的相关研究提供支持。
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Global Simulations of Enzymatic Catalysis
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Abstract: Enzymatic catalytic processes generally involve substrate delivery, selective catalytic reaction, and
product release. Owing to the complex protein environment effect, any nonchemical or chemical step may
determine the enzyme activity. Herein, to comprehensively understand enzymatic activity, extensive combined
quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM) and molecular mechanics (MM) molecular dynamics (MD)
simulations were carried out on several kinds of enzymes. Possible reaction mechanisms, roles of the conserved
residues, and effects of the protein environment on the whole enzymatic process are discussed in detail, which
will enrich the knowledge of reactivity in proteins. With the improvement and development of multiscale models
and computational methods, it is expected that global simulations of extremely large and complicated enzymes
will enable and lend support to enzyme engineering.
Key Words: Enzymatic catalysis; Substrate delivery; Free energy calculations; QM/MM MD simulation;
Random acceleration molecular dynamics (DAMD) simulation
1 引 言
1.1 酶催化特点及其调控因素
酶是一种具有生物催化功能的复杂高分子体
系，是生物体中不可缺少的催化剂。如果酶缺失
或酶活性降低，生命活动将发生紊乱，甚至无法
维持 1－9。通常酶催化具有很高的活性，其催化过
程具有高度的专一性，即一种酶仅催化一种或一
类底物参与的生物化学过程，并生成特定的产
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物。酶催化可以在温和的条件下进行，其活性与
环境温度和pH值密切相关，温度和pH偏高或者偏
低，都会显著影响酶的催化活性。如果遇到过
酸、过碱或温度升高，酶的空间结构遭到破坏，
就会导致酶变性失活。此外，催化活性还会受到
多种其它因素调控，如抑制剂和激活剂调节、反
馈抑制调节、变构调节和共价修饰调节等，有些
酶的催化活性还与辅酶因子有关 10。
近年来的研究发现，保守残基对底物结合和
催化活性调控的作用机制、蛋白质构象的 pH依赖
性、底物和残基质子化状态等对酶催化效率的影
响也是不可忽视的 11－ 18。如 6-磷酸葡糖胺脱氨酶
(glucosamine 6-phosphate deaminase，NagB)中的催
化三联体(catalytic triad) Asn128-His130-Glu135以
及羟氰裂解酶(hydroxynitrile lyase，HNL)中的三联
体 Ser80-His235-Asp207，在催化过程中起着十分
重要的作用，其酶催化最初的质子转移就是由这
些保守残基的协同作用引发的 16－18。HbHNL酶中的
Thr11、Ile12、Ser80、Cys81、Leu157、His235和
Lys236等残基通过与底物相互作用，将其限域在
酶催化活性位点 16；HbHNL和MeHNL酶中的残基
Trp128在反应物进入活性位点及产物释放中，起
到门控“开-关”的作用 16,17；活性区赖氨酸质子化
状态可以改变整个酶催化反应机制 16,17；NagB中底
物氨基的质子化状态将显著影响其催化N-乙酰葡
糖胺 (N-acetylglucosamine，GlcNAc)开环的机理，
且反应活性口袋侧链残基His145的质子化状态会
影响其 lid motif区的“开-关”动力学行为，进而
控制底物的结合，改变酶的活性 18。
1.2 底物/产物输运与酶催化
在蛋白质环境中，酶催化全过程通常由一系
列的化学步和非化学步组成，其中非化学步主要
包括底物结合到活性位点的输运和产物从反应区
域的释放(见图 1)1－7,9,19。由于复杂的蛋白质环境效
应，其中任何一个步骤都可能对酶催化效率产生
重要影响。理论上，通过对酶催化过程的全程模
拟，可以构造酶催化过程相对自由能变化的全景
图，准确预测催化过程的决速步骤，深入了解酶
催化微观机理，全面认识蛋白质环境中酶催化特
性，进而有针对性地调控酶催化剂的活性。这将
有利于仿酶催化体系的设计和相关的应用研究，
在酶工程领域的研究中具有重要意义。
底物到活性区域的输运是酶催化过程的第一
步，对酶催化过程有着不可忽视的影响，甚至有
可能成为整个酶催化效率的决定性因素，近年来
备受关注 16,17,20－28。实验上主要通过晶体结构和残基
突变分析等方法，推测可能的输运通道及关键残
基，并结合瞬态动力学等方法预测底物传递的 kcat
值。比如在羟氰裂解酶(HNL)的研究中，实验研究
组就通过晶体结构分析，预测了可能的底物传递
通道，并通过将通道关键残基突变的方法，对其
进一步验证 29,30；在胞嘧啶脱氨酶的研究中，Yao
等 28通过瞬态动力学研究，推测产物释放可能是酶
催化过程的决速步骤。然而，尽管如此，在实验
上仍然很难获取底物或产物进出酶活性位点时的
结构和酶构象的变化信息。理论上，随着分子动
力学理论方法的发展，不但可以找到最为可能的
反应通道，而且可以获取底物传递过程中的热动
力学性质、关键残基和蛋白质构象变化，为实验
研究提供理论支持 20－27。最近，我们通过随机加速分
子动力学 (random acceleration molecular dynamics，
RAMD)和传统分子动力学 (classical molecular
dynamics，MD)模拟，获得了HNLs酶催化过程中
底物/产物输运的可能通道及传递过程中蛋白质的
构象变化等信息 16,17。
酶催化反应机理是实验和理论都非常关注的
焦点。实验上，主要采用X射线晶体衍射和核磁
共振等实验手段，获取生物酶体系的结构，并通
过同位素示踪、残基突变、酶反应动力学参数测
定等方法表征酶催化反应机理。但是，由于很难
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捕捉催化过程中的过渡态和瞬时中间体的结构信
息，加之酶静态晶体结构和活性态的结构差异，
导致催化机制推测上的多样性及不准确性。随着
理论与计算化学的发展，尤其是量子-经典力学
组合方法 (combined quantum mechanics/molecular
mechanics，QM/MM)的不断完善，使得从原子和
电子水平上解释酶催化反应机理成为可能，弥补
了实验方法的局限性 31,32。比如来自橡树和木薯的
羟氰裂解酶(HbHNL & MeHNL)在碳碳键生物逆合
成方面具有重要作用，二者高度同源，但是实验
基于获取的原生态和突变体的晶体结构，推测两
个酶具有不同的催化机制，且活性位点赖氨酸质
子化对它们的调控作用也不一致 33。而在理论上，
基于酶相关的晶体结构，采用MM MD和QM/MM
MD方法，建立了这两类酶活性态的初始结构，系
统地研究了赖氨酸质子化状态对两类酶催化活性
的影响，对实验推测的酶催化机理进行了一定修
正，使之更能合理地解释有关实验现象 16,17。
2 计算方法
2.1 MM MD与RAMD方法
分子动力学 (molecular mechanics molecular
dynamics，MM MD)方法主要基于牛顿经典力学建
立多粒子系统的运动方程组，通过数值求解，模
拟系统随时间推进的微观过程，获得系统粒子相
轨迹，进而研究该系统的平衡热力学性质及结构
动力学性质等。在MM MD模拟中，首先要搭建初
始模型，并对其进行优化，消除初始模型中的不
合理构象；然后对模型进行长时间分子动力学模
拟，使系统达到平衡，并收集平衡后的数据，通
过统计方法对系统的热力学性质等进行分析。其
中，合理选取系统边界和粒子间作用势能模型、
设定粒子初态、建立模拟算法计算粒子间作用力和各
粒子的速度和位置等都有助于改进分子动力学模拟。
常用的分子动力学模拟软件有Amber34、Namd35、
Gromacs36－39、Charmm40、Tinker41和Lammps42等。
随机加速分子动力学方法核心在于对体系中
处于活性位点的底物或产物分子质心或某个自定
义原子上额外施加一个随机方向的力，推动其移
动，直至离开整个酶体系，使其暴露于外部溶剂
中，以此寻找底物或产物传递通道。在RAMD模
拟中，给定初始的加速度及距离阈值，在一段时
间内，当底物或产物达到或超过设定阈值，方向
继续保持；否则，将施加另一个随机方向的力，
以此来获取底物或产物分子传递的可能通道。但
是，当随机作用力大于蛋白质系统对底物或产物
约束力时，就有可能推动其朝向错误的方向，此
时，就需要RAMD结合MD的方法来解决这个问
题。当底物或产物受力逃离初始位置，经典MD模
拟就会开启平衡整个体系，在一定程度上纠正过强
的随机作用力，使底物朝正确方向移动。在RAMD
模拟中，加速度和阈值的设定非常重要，为了获得
合理可行的模拟结果，通常需要设置多个加速度、
多个阈值，根据轨迹统计，来获取通道情况。目前
可用Amber34、Namd35、Gromacs36－39和 Charmm40来
实现RAMD的计算。
目前，将MM MD和RAMD相结合是研究底
物输运可能通道及其相应热动力学性质的重要方
法之一，在酶催化过程的全程模拟研究中具有重
要意义 15－17。
2.2 QM/MM与QM/MM MD方法
近年来，量子-经典力学(quantum mechanics/
molecular mechanics，QM/MM)方法已经成为研究
酶催化过程中化学反应步的强大工具 43－60。其中，
图1 酶催化过程(底物结合、化学反应、产物释放)
Fig.1 Enzymatic process (substrate binding, chemical reaction, and product release)
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QM方法用来描述关键区域 (quantum mechanics
subsystem，QS)，如化学反应活性区域，MM方
法用来描述活性区域环境 (molecular mechanics
subsystem，MS)，如周围蛋白质环境及溶剂。QM/
MM方法可以在考虑蛋白质和介质环境的前提下，
从原子及电子水平上合理描述酶催化体系的结
构、反应机理及其能量学性质(图 2)。而QM/MM
MD则是在QM/MM的水平上进行分子动力学模
拟，并结合伞形采样(umbrella sampling，US)等技
术，可以获得蛋白质和介质环境动力学对催化反
应过程的影响及其反应过程的自由能性质，相对
于QM/MM计算获得的静态结构和能量信息而言，
自由能变化可以更加合理地描述酶催化反应的特
征。值得注意的是，当体系划分为QS区和MS区之
后，二者之间会形成边界，如何描述两个区域间的
边界相互作用也是QM/MM方法一直关注的问题。
QM/MM方法计算体系的能量时，通常采用减
法方案和加法方案。减法方案的能量表达式为：
EQM/MM = EMM(MS + QS) + EQM(QS) － EMM(QS)
其中，EMM(MS + QS)为MM水平下获得的MS和
QS区域的总能量，EQM(QS)为QM水平下QS区域
的能量，EMM(QS)为MM水平下QS区域的能量。
它的优点是在QS区和MS区之间没有耦合项，处
理较为简单直接。缺点是在QS区也采用力场来处
理，在一些情况中不可行。而且当有化学反应发
生时，QS区电荷分布会发生变化，在处理静电相
互作用中，用固定原子点电荷描述是不准确的。
此外，无法考虑MS区对QS区电子密度的极化。
Morokuma等 61,62提出的 ONIOM方法运用此种方
案。加法方案的能量表达式为：
EQM/MM = EQM(QS) + EMM(MS) + EQM/MM(QS/MS)
其中，EQM(QS)和EMM(MS)为QS区域和MS区域能
量项，EQM/MM(QS/MS)为 QS和MS区域相互作用
能，一般包括成键相互作用项和非键相互作用
项，而非键相互作用项又包括静电相互作用和范
德华相互作用。静电相互作用是处理耦合的关键，
通常采用机械嵌入(mechanical embedding)、静电嵌
入 (electrostatic embedding)和极化嵌入 (polarized
embedding)来处理。在大多数机械嵌入中，QS区
域是孤立的，其电子密度不会受到MS区域的影
响，且处理QS及MS之间相互作用是在MM水平
下进行的。其优势是减小了计算量，但较为粗
糙。ONIOM (MO:MM)方法 61,62则通过这种嵌入方
案来处理QS和MS区域间的静电耦合。静电嵌入
方案则是机械嵌入方案的改进，在此方案中，将
QS与MS之间静电相互作用当做单电子算符考虑
到QM哈密顿算符中。此时，QS区电子结构会被
MS区的电荷分布所极化，提高了计算精度。在极
化嵌入方案中，两个区域可以相互极化，即MS区
也会被QS区域所极化。常用的模型有 charge-on-a-
spring model63， induced dipole model64和 fluctuating
charge model65。在这种方案下，要获取总能量，在
QM波函数每一步自洽场迭代都需要进行一次MM
极化计算。这种处理非常耗时，也会带来收敛问
题。因此，此方案往往适用于MS区域较小的体系 66。
针对边界处理，目前较为流行的处理方法有：
连接原子法 (link- atom scheme)67- 72，边界原子法
(boundary-atom scheme)60,73-78和定域轨道法(localized-
orbital scheme)43,46,53,79-84(图3)。连接原子法是处理QM
与MM边界问题最直接的方法。它在QM与MM切断
处Q1―M1引入一个额外的原子中心或一个悬空的键
B来满足Q1的自由价态。通常采用氢原子，但也可以
是任何单价原子或基团。其中，电子饱和部分包括
B和Q，采用QM处理；Q1―M1键用MM描述。边界
原子法是利用一个特殊的类似“两面神”的边界原
子Cps来代替M1原子，既作为正常的MM原子参与
MM计算，又用来饱和Q1的自由价态，出现在QM计
算中。它可以避免连接原子法中引入额外原子的问
题，还能够模仿边界上MM基团的电子特征。大多
数边界原子法的提出都基于单价赝势(或有效势)，赝
势局域在M1原子的位置，可利用参数化来重现特定
期望的性质，如利用C―C单键的截断来模仿甲基。
目前，这类方法也有许多发展，如调节原子(adjusted
connection atom)75、赝键(pseudobond)60,73,74,85、有效团
势 (effective group potentials)76,86 － 88、量子覆盖势
图2 QM/MM系统
Fig.2 General QM/MM system
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(quantum capping potentials)78,89、极小原理有效哈密顿
(effective hamiltontians from a minimum principle)77、
多中心价电子有效势(multicentred valence-electron
effective potentials)90等。定域轨道法是采用一个冻结
的杂化轨道来饱和QM-MM边界的悬空键。其共同
点是在一个前线原子上设置一组合适的定域轨道，
并保持这些轨道冻结，不参与SCF迭代。这类方法
主要有局域自洽场(local self-consistent field)80－82,84,91、
冻结轨道(frozen orbitals)53,54,92、广义杂化轨道(gen-
eralized hybrid orbitals)46,83,93－95和有效碎片势(ffective
fragment potentials)79,96－98等。
2.3 自由能计算方法
自由能与实验数据有直接可比性，是构造酶
催化过程全景图不可缺少的数据之一，通常可分
为亥姆霍兹自由能(A)或吉布斯自由能(G)。亥姆霍
兹自由能适合正则系综 (canonical ensemble，即
NVT系综)，吉布斯自由能适合NPT系综，其中，
ΔG = ΔA + ΔPV。生物大分子是一个凝聚相体系，
因此，可将ΔPV近似为0，那么ΔG ≈ ΔA。对于蛋
白质环境中的化学反应，自由能不能只基于静态
电子结构计算获取相对能量值，而需考虑到体系
的涨落，合理描述反应的动态过程。
目前，自由能计算方法种类较多，如伞形采
样99－102、自由能微扰103－105、热力学积分(thermodynamic
integration，TDI)106、metadynamics107－ 109和 Jarzynski
equality110－113等。US主要通过施加偏势来改变势函
数，使得体系能够在高能区采样，而后根据概率
密度求解自由能数据，较多应用于对新提出的自
由能计算方法准确性检验 111,112,114－116；FEP基本思想
是在初末态间插入若干中间态，通过获取各态间
自由能变化，来获取初末态自由能变化，这种方
法原理严格，不需要规定反应路径，对于小分子
来说较为精确 117－119；TDI与FEP类似，只是对两个
状态间自由能差的定义不同，利用各态能量系综
平均值获得自由能，近年来，自适应偏置力
(adaptive biasing force，ABF)方法 120－122就是在TDI
的基础上发展起来的，它引入了偏置力概念，提
高采样效率，且采样均匀；metadynamics方法主要
通过对体系低自由能区不断施加额外的高斯型排
斥势能函数，使其到达高自由能区域，进而通过
施加的势能函数来对自由能进行计算，此方法不
需要事先对反应路径有预先判断，因此，在寻找
最优反应路径方面有较大优势 123； Jarzynski
equality方法是需要施加额外的恒速运动谐振势使
得体系到达高自由能区进行采样，由大量的不可
逆功的系统平均来求解反应过程的自由能，在操
作便捷及计算效率上有较大优势 111。上述几种方法
在自由能势能面构造中，均得到了广泛应
用 111,112,114－124。
2.4 关键残基作用分析方法
关键残基在底物/产物输运及酶催化化学反应
过程中起着十分重要的作用，通常采用残基突变
方法，讨论保守残基在酶催化过程中所扮演的角
色。例如，将重要残基突变为丙氨酸，通过QM/
MM计算或MM MD模拟，以及和原生酶体系结果
的比较，可以探明关键残基在酶催化过程中不同
阶段所起的结构或功能作用。
理论上，评估关键残基在底物结合中的作用，
常采用molecular mechanics generalized born surface/
poisson-boltzmann surface area (MM-GB/PBSA)方
法。该方法是基于分子力学与连续介质模型的一
种结合自由能计算方法，已成功应用于蛋白质－配
体 125－130，蛋白质－蛋白质 131－133，蛋白质－肽相互作
用 134－136的研究中。配体(L)和受体(R)形成复合物
RL的结合自由能(ΔGbind)的计算如下：
ΔGbind = ΔH － TΔS ≈ ΔEMM + ΔGsol － TΔS
其中，ΔEMM、ΔGsol和－TΔS分别代表气相MM能量
变化、溶剂自由能变化和结合熵变。ΔEMM包括键
长、键角和二面角能量、静电相互作用能和范德
华相互作用能。ΔGsol是溶剂化能总和，包括采用
GB和PB模型计算得到的极化溶剂化能(极化部分)
和采用溶剂可及表面积 (solvent accessible surface
area，SASA)得到的非静电溶剂化能(非极化部分)。
3 计算研究进展
3.1 羟氰裂解酶催化过程中自由能变化全景图的
构造
羟氰裂解酶(hydroxynitrile lyases，HNLs)能够
图3 (a)连接原子法；(b)边界原子法；(c)定域轨道法
Fig.3 (a) Link-atom scheme; (b) boundary-atom scheme;
(c) localized-orbital scheme
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催化氰醇生成相应醛(酮)及氢氰酸(HCN)，HCN的
释放不仅可以帮助植物抵御食草动物及微生物的
侵害 137，而且能够为天冬氨酸的生物合成提供氮
源 138。此外，其逆反应可以用来合成手性化合物，
并具有较高选择性 139－142。近几年，HNLs已经成功
应用于药物的生物逆催化合成 143－ 149。因此，对
HNLs催化过程的深入研究将有助于工业产物优化
及生物催化设计。最近，我们采用MM和 QM/
MM MD的方法，结合伞形采样技术，对来自木薯
的羟氰裂解酶 (hydroxynitrile lyases from Manihot
esculent，MeHNL)催化过程进行了全程模拟，获得
的自由能变化全景图见图 4(a)17。整个酶催化过程
包括底物氰醇到酶活性位点的输运、羟氰裂解成
丙酮和氢氰酸和产物释放三个步骤。
对于底物/产物的输运等非化学步，通过
RAMD MD模拟，探明了反应物进入活性位点和
产物释放的可能通道及其重要性 17。计算模拟中，
定义中心碳原子为丙酮氰醇、丙酮和HCN的近似
质心，采用 20.9、 18.8、 16.7、 14.65、 12.56、
10.47和 8.37 kJ∙nm－1∙g－1的加速度和 0.0005 nm的
阈值来驱动底物/产物的传递和可能通道确定。对
于底物输运和产物释放，分别获得 28条轨迹，并
发现三条可能通道(分别定义为通道A、B、C)。通
道A位于残基 180－190和Trp128之间，通道B位
于残基 115－130和Trp128之间，通道C位于残基
115－130和210－225之间，三个通道距离蛋白质边
缘的距离分别为 1.2、1.2和 1.5 nm。而且，通道A
的口袋比B和C宽，由此推测通道A是最具有优势
的传递通道(见图 4(b))。通过对底物的通过几率进
行统计，进一步验证了通道A具有绝对的优势。
在底物和产物的输运过程中，通道A的贡献在百
分之八十以上，而落到通道B和通道C的轨迹非常
少。在此基础上，通过MM MD方法结合伞形采样
技术，对底物/产物通过主要通道输运的能量性质
进行了计算分析，分别获得了一维和二维相对自
由能图(见图4(c))及其详细的输运机制。
计算模拟揭示，反应物结合至活性位点依据
Trp128的翻转可分为四步(见图 4(b))。首先，反应
物逐渐靠近蛋白质，并与Gln181和Trp128分别形
成氢键和非键相互作用，推动底物进入蛋白质通
道，此时，Trp128和Met147处于关闭的状态；然
后，Trp128逐渐翻转，通道打开，底物和Trp128
的共轭环形成 lone pair…π和π…π相互作用，并与
Met147形成静电相互作用；接下来，底物的―CH3
基团和Trp128形成―CH3…π相互作用，Trp128逐
渐关闭；最后，底物结合至活性位点，与Thr11、
Ser80 和 Lys237 形 成 氢 键 相 互 作 用 ， Ile12、
Leu149、Leu158和 Ile120形成疏水口袋来容纳反
应物的―CH3基团，此时，Trp128完全关闭。
HCN和丙酮的释放可分为六个阶段。第一阶
段，HCN离开活性位点，朝着通道开关移动，
Trp128在“开-关”态之间转换；第二阶段，HCN
穿过通道开关区域，Trp128逐渐关闭；第三阶
段，HCN完全释放，体系能量到达局域最小值
点；第四阶段，丙酮试图离开活性位点，并与
Trp128形成―CH3…π、lone pair…π和π…π相互作
用，驱使 Trp128由闭态转换为开态；第五阶段，
丙酮沿通道离出，Trp128逐渐恢复关闭状态；最
后，丙酮完全释放，暴露于水环境中，通道完全
关闭。
酶催化化学反应过程可分为三步(见图 4(d))，
首先是双质子转移，即质子由底物传递给 Ser80，
Ser80又将自身的质子传递给His236，形成两性离
子中间体组态 IM1，经过采样统计，明确了双质子
转移是同时发生的；其次是C―CN键断裂，形成
中间体 IM2，此时，氰根阴离子(CN－)形成，并被
Lys237的―NH3+基团稳定，形成强静电相互作用；
最后是HCN的生成，即Pc态，也经历了双质子转
移，即质子由His236传递至 Ser80，随后 Ser80将
自身质子传递给CN－。
从构造的自由能变化全景图来看，反应物从
酶外部进入活性位点，形成底物结合的B态，释放
51.9 kJ∙mol－1能量，是整个酶催化过程的驱动力之
一；催化化学反应步的能垒主要来自于C―C键的
断裂和 HCN的生成，自由能跨度约为 71.6 kJ∙
mol－1，决定了整个酶催化的进程；产物释放二维
自由能图(见图 4(c))揭示，HCN的释放先于丙酮，
HCN释放能垒约为 8.4 kJ∙mol－1，且放热 19.7 kJ∙
mol－1；丙酮释放能垒约为41.9 kJ∙mol－1，在一定程
度上影响了酶催化效率，当释放的产物分子进入
到水介质环境，强的溶剂化作用将释放出显著的
能量，有助于酶催化过程的进行。
3.2 核苷水解酶催化过程自由能变化全景图的
构造
核苷水解酶(nucleoside hydrolases，NHs)是一
类含金属离子Ca2+的金属酶，在病原生物体嘌呤补
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图4 (a)催化过程自由能变化全景图 17；(b)底物输运过程中具有代表性态的关键残基及构象变化 17；
(c)产物释放自由能变化图 17；(d)酶催化中的化学反应过程 17
Fig.4 (a) Free energy profile of the whole enzymatic catalysis17; (b) key residues and their conformational changes at
the representative states in the main channel17; (c) free energy profile of product release17;
(d) chemical reaction steps involved in enzymatic process17
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救中扮演重要角色 150,151，可以有效催化核糖核苷N-
糖苷键水解生成核糖和碱基，因此，成为非常具
有吸引力的抗寄生虫靶标 152,153，其水解反应过渡态
类似物常用来设计NHs抑制剂。肌苷-腺苷-鸟苷-核
苷水解酶(IAG-NH)是NHs中的一类，倾向于催化
肌苷(inosine)、腺苷(adenosine)和鸟苷(guanosine)的
水解 154。实验预测 IAG-NH的催化过程可分为四个
步骤，分别为底物结合至酶活性位点、化学反应、
碱基释放和核糖释放 155－157，其中核糖释放可能是整
个过程的决速步骤 155,158。近期，Wu等 11,15,159对 IAG-
NH的催化过程进行了详细研究，构造了其自由能
全景图(见图5(a))。
QM/MM计算模拟表明 11，肌苷在 IAG-NH的
催化作用下水解生成糖环和碱基，其中，糖环和
碱基之间C―N键的断裂以及糖环和水分子之间的
C―O键生成是同时发生的(见图5b)，底物N7位的
质子化可以显著地降低化学步的能垒，预测的自
由能能垒约为29.3 kJ∙mol－1；随后，碱基释放所需
的能量约为23.4 kJ∙mol－1，显然这些过程对整个酶
催化过程影响不大 159。最后，核糖的释放包括核糖
脱离Ca2+的配位形成自由态、周边水分子替代核糖
参与Ca2+配位和核糖穿过酶通道完全释放三个步
图5 (a)催化过程自由能变化全景图 11,15,159；(b) IAG-NH催化肌苷水解机制 11；
(c)产物传递过程具有代表性态的关键残基及构象变化 15
Fig.5 (a) Free energy profile of the whole enzymatic catalysis11,15,159; (b) hydrolytic mechanism of inosine catalyzed by
IAG-NH11; (c) key residues and their conformational changes at the representative states for the product release15
698
赵 媛等：酶催化过程的全程模拟No.4
骤 15。其中，自由态核糖通过通道完全释放能垒约
为 54.4 kJ∙mol－1，与估算的实验值 155 69.9 kJ∙mol－1
较为吻合，是整个催化过程的决速步骤。
为了深入了解糖基释放决速步骤的相关信
息，应用RAMD MD方法对核糖释放通道进行了
详细研究 15，动力学模拟采用了 20.9、12.6和 8.4
kJ∙nm－ 1∙g－ 1的加速度及 0.0002和 0.0004 nm的阈
值，获得 18条轨迹。计算发现两条通道 (见图
5b)，主要通道在 loop 1和 loop 2之间，有 13条轨
迹落在其中，比例为72%；次要通道在 loop 2和残
基 17－184之间，轨迹比例为28%。值得注意的是
酶活性位点距离主要通道和次要通道的距离分别
为 1.1和 0.6 nm，为了探索距离长的反倒成为主要
通道的原因，分别对它们进行了详细研究，发现
主要通道以极性残基为主，如 Asn12、Asp14、
Glu82、His246和Arg252等，而次要通道则以非极
性 残 基 为 主 ， 如 Trp185、 Trp260、 Phe79 和
Phe175，后者位阻较大，而且从通道宽度而言，
主要通道优于次要通道。此外，研究通过MM MD
方法和伞形采样技术获得了糖环释放过程主要通
道的热动力学性质，结果显示，随着 Trp83的
“开-关”振动，一些水分子逐渐进入通道，造成糖
环与通道残基形成直接或间接的氢键相互作用，
尤其是与Arg252之间的氢键相互作用导致其驻留
时间增长；而且，通道主要残基侧链芳环较大，
有较强的位阻效应。因此，二者共同阻碍了糖环
的释放，是核糖释放能垒的主要来源。
3.3 底物及残基质子化对催化的影响
6-磷酸葡糖胺脱氨酶(NagB)属于醛酮异构酶，
能够催化6-磷酸葡糖胺(GlcN6P)转化为6-磷酸果糖
(F6P)和氨分子，决定了N-乙酰胺葡萄糖(GlcNAc)
的代谢方向 160。实验上对其蛋白质结构、动力学性
质、lid区柔韧度、变构调节、基因重组、功能分
析和催化机理进行了广泛研究 161－167，并发现其催
化活性与 pH值密切相关，在 pH = 7.5－9.5时，酶
的催化速率达到最大(kcat > 30 s－1)，当 pH < 6时，
完全失去酶活性 162。根据质子化葡糖胺的 pKa
值 168，GlcN6P的氨基存在两种质子化态，分别为
―NH2和―NH3+。因此，理论上，针对这两个态，
分别建立去质子化态模型和质子化态模型，并采
图6 SmuNagB催化GlcN6P开环自由能曲线
Fig.6 Relative free energy profiles of the ring-opening reaction along the reaction coordinate for SmuNagB
color online
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用QM/MM MD方法结合伞形采样技术对两个模型
的GlcN6P的催化开环机理进行研究，获得了二者
参与开环过程的自由能图(见图6)。QM/MM MD结
果显示，对于去质子化态模型而言，GlcN6P将质
子传递给His130与环 C1―O5键断裂是同时发生
的，能垒约为87.9 kJ∙mol－1。对于质子化态的底物
模型，开环为分步过程。首先，质子从底物的O1
转移至His130的Nε，产生两性离子中间体(IM1)，
能垒为 8.8 kJ∙mol－1，此时，底物―NH3+能够稳定
O1－。随后，六元环C1―O5键断裂，形成开环中
间体 IM2，能垒为75.4 kJ∙mol－1，为开环反应的决
速步骤。因此，质子化的底物GlcN6P比去质子化
态的形式更易发生开环反应，且形成的中间体更
稳定。开环产物分解释放氨并与介质水强的溶剂
化作用，将显著地稳定产物态，促进酶催化开环
过程。
对于来自橡树(HbHNL)和木薯(MeHNL)的羟氰
裂解酶(hydroxynitrile lyases，HNLs)，两类酶具有
很高的同源性(77% sequence identity)33，然而，基
于酶与复合物突变体系的晶体结构，实验上建议
两类酶催化具有不同的反应机制。在HbHNL催化
过程中，活性区域赖氨酸的质子化态被认为具有
十分重要的作用，然而对于MeHNL催化，实验基
于Ser80Ala突变体与氰醇复合物的晶体构型(PDB
ID: 1E8D)，认为活性位点赖氨酸对催化并无作
用 33。为了探明两类酶催化机制的差异，基于MM
MD模拟获取的wild type酶与底物复合物的稳定构
象，采用QM/MM MD方法，并结合伞形采样技
术，我们对HbHNL和MeHNL的催化反应机理进
行了系统研究 16,17。计算模拟中，通过指定活性位
点关键残基赖氨酸不同的质子化状态，构建两类
酶的质子化和去质子化计算模型，以调查赖氨酸
在催化过程中扮演的角色。我们的研究表明，对
两类酶催化过程，赖氨酸的质子化状态显著地影
响酶催化微观机制。当酶活性区的赖氨酸处于质
子化状态时，其化学步包含双质子传递(底物 →
Ser80 → His236)、C―C键断裂和HCN形成三个
步骤，其中，一个显著特点是在 C―C断裂之
后，氰根阴离子(CN－)生成，并与活性位点赖氨酸
的―NH3+形成强静电相互作用；对于去质子化态模
型而言，首先经历了双质子传递，随后，C―C
键断裂和HCN生成是同时发生的，并且由于赖
氨酸的―NH2基团为中性，无法稳定CN－，因此，
催化反应中并无 CN －生成。从反应能垒上看，
HbHNL和MeHNL的质子化态模型的总能垒分别
为75.4和71.2 kJ∙mol－1，而去质子化态模型分别为
92.1和129.8 kJ∙mol－1。由此可见，活性位点赖氨酸
的质子化态在两类酶催化反应中都具有重要作用。
上述实例讨论了底物或残基质子化状态的改
变对酶催化过程的影响，很明显，关键基团质子
化形式的改变，不但影响了整个酶催化效率，甚
至完全改变了催化反应机制，这种现象是酶催化
蛋白质环境效应之一，也可能出现在其他的酶催
化体系中。
3.4 残基质子化态对酶关键区域构象动态行为的
影响
近几年，来自大肠杆菌(Escherichia coli)和人
类(Homo sapiens)的NagB六聚体及来自枯草芽孢杆
菌(Bacillus subtilis)和变形链球菌(Streptococcus mu-
tants)的NagB 单体的晶体结构被相继确定，但在
现有的晶体中，仅有一个为酶-底物复合物的形式
(PDB ID: 2RI1)162( 来 自 Streptococcus mutants，
SmuNagB)，它是在酸性溶液中获得的。晶体结构揭
示，在活性区域结合口袋开口边缘处存在一个灵活
易变的 lid motif，可以导致结合口袋处于“开态
(open state)”或稳定的“闭态(close state)”161,169。一
旦活性口袋处在闭态，底物和产物无法进出酶催
化活性区域。实验上，SmuNagB酶催化D-葡糖胺-
6-磷酸(GLcN6P)脱氨的活性与 pH值密切相关，最
高活性出现在 pH = 8.0－8.5的区间。为了理解 lid
motif调控活性口袋开关态的微观机制及酶催化活
性与pH值关系的本质，我们对这类酶催化进行了
广泛的计算模拟研究。
基于SmuNgaB酶的apo态及SmuNagB-GlcN6P
酶-底物复合物的晶体结构(PDB ID: 2RI0，2RI1)162，
建立了两类计算模型 18，分别代表酶的自由态和复
合态，酸性条件下模型为Model A和Model B，碱
性条件下的模型为Model C和Model D。为了减少
计算量，仅考虑其中一条链。模拟研究发现，当体
系平衡之后，底物进入酶的活性位点(Model B)，
lid motif处于结合口袋上方，形成close态；然而在
其他三个模型中，活性区域口袋均为 open态。残
基结构涨落(RMSF)分析显示，对于Model B，lid
motif(由残基 152－168组成)的柔韧度非常小，而
Model C和D柔韧度相似。进一步，活性区域结合
口袋体积估算结果显示，在酸溶液中，当底物结
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合至活性位点时，lid motif经历了从 open到 close
的动态变化(图 7)。但是，Liu研究组 162获得的酶-
底物复合物晶体结构中的 lid motif构型与 apo态近
似。通过比较MD模拟中不同阶段的构象变化及
RMSF值，我们发现，在酸性条件下，随着模拟的
进行，lid motif逐渐靠近底物存在的结合口袋，逐
渐导致 close态的形成，其柔韧度也逐渐降低，与
EcoNagB及BsuNagB类似，都在底物结合时经历
了类似的构象变化。和酸性溶液中不同的是，在
碱性条件下，酶结合底物后，lid motif仍远离活性
通道，结合口袋处于open态。
为了进一步理解 lid motif动态行为的 pH依赖
性，理论上对活性口袋和 lid motif之间的氢键网络
进行了统计。如图8所示，在酸性溶液中，对复合
态而言，Asn157和底物之间通过水分子形成了氢
键网络，使 lid motif 向活性位点靠近。而且
Thr150&Glu135，Asn134&Hip145形成氢键的概率
分别为32%和99.7%。在采样过程中，四个残基对
lid motif的关闭起到诱导作用。但在 apo态中，并
未见此现象，lid motif始终停留在 open态。因此，
酸性溶液中，lid motif的构象变化来源于底物的结
合。在碱性溶液中，无论酶的复合态还是 apo态，
lid motif总是停留在 open态。而 lid motif和活性位
点之间的区域并无氢键网络使 lid区关闭，预测碱
性和酸性溶液中的行为有所不同，可能在一定程
度上受到了His145质子化状态的影响。His145双
质子化使 lid motif区与活性位点附近残基形成氢键
网络，导致酸性溶液中的 close状态。但是，在碱
性溶液中，氢键相互作用消失，lid motif区为open
态。因此，从理论上可以推测出 lid motif在酸碱条
件下的不同动力学行为主要来源于His145的质子
化态及其导致活性位点氢键网络的重排。
3.5 关键残基在酶催化过程中的调控作用
实验研究表明，催化三联体(Asn128-His130-
图7 酸性(a)和碱性(b)溶液中，SmuNagB的apo态(蓝)和复合态(红)的叠合图、口袋表面图和对应的RMSF值 18
Fig.7 Overlap for the apo state (blue) and the enzyme-substrate complex (red) in acidic (a) and
basic solutions (b) along with RMSF values of the backbone and surface of the active site pocket18
RMSF: root mean square fluctuation. color online
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Glu135)，在NagB酶催化GlcN6P的开环反应中扮
演了重要角色，其中，His130是中性的，它在开
环过程中，诱发质子转移，且Asn128及Glu135单
突变均能完全改变酶反应活性 162。为了合理评估
Asn128及Glu135在催化反应中的作用，理论上分
别对Asn128Ala和Glu135Ala的单突变及双突变体
系进行了QM(B3LYP)/MM计算 18。
对于双突变体而言，去质子化态双突变体系
能垒比原生物酶体系高42.7 kJ∙mol－1，质子化态双
突变体系质子传递及C5―O1键断裂比原生物酶体
系高 18.0和 167.1 kJ∙mol－1。酶活性消失主要来自
于突变造成的活性位点氢键及极化相互作用的改
变。对质子化态模型而言，Asn128和Glu135突变
将明显降低酶活性，这与实验观测一致，同时也
意味着质子化态模型在催化过程中比重较大。在
单突变体中，对去质子化模型而言，Asn128Ala突
变体的能垒比原生体系高 40.0 kJ ∙mol － 1，而
Glu135Ala突变体则与原生体系较为接近；对质子
化模型而言，Asn128Ala和Glu135Ala单突变体系
质子转移的能垒相对原生物酶体系分别增加 25.5
图8 Model B (a)，Model A (b)和Model D (c)的活性位点及 lid motif区氢键网络详情 18
Fig.8 Hydrogen bond networks around the active site and the lid region of Model B (a), Model A (b), and Model D (c)18
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和 12.6 kJ∙mol－1，C5―O1键断裂的能垒则分别增
加210.2和193.8 kJ∙mol－1。两个结果都显示Asn128
在催化过程中比 Glu135起到更重要的作用。此
外，电荷分析证明Glu135Ala突变体较Asn128Ala
而言，更能加强C1―O5键的极化作用，在一定程
度上解释了 Glu135Ala单突变体键断裂能垒与
Asn128Ala相比较低的现象。
对于 HbHNL酶催化，实验上推测，如果将
Trp128突变为Ala，将有利于更大的芳香氰醇进入
活性位点 170,171。理论上，通过MM MD模拟并结合
伞形采样技术，也证实Trp128在底物输运中起到
开-关的作用 16。为了进一步探索Trp 128在底物结
合及产物释放中的功能及其对酶催化效率的影
响，预测了Trp128Ala突变体系中底物输运的自由
能图，发现底物释放需要跨过 33.5 kJ∙mol－1的能
垒，仅是原生酶体系(~67.0 kJ∙mol－1)的一半。很明
显，虽然其他疏水残基氢键网络在一定程度上影
响了底物传递，但Trp128的吲哚环带来的位阻效
应及其翻转仍是能垒的主要来源。
除此之外，关键残基在底物结合中同样起着
十分重要的作用。例如，在HbHNL酶催化的反应
机理研究中，Gruber等 33指出，Lys236、Ser80和
Thr11与底物存在强的氢键及静电相互作用，在底
物结合中起着重要作用。为了进一步了解每个残
基的影响，我们对K236A、S80A、T11A突变体系
和原生HbHNL体系的底物结合自由能进行了估算
与分析 16。计算结果表明，范德华、静电相互作用
和非极性溶剂效应为底物结合提供了主要驱动
力；而极性溶剂化能和熵效应则起了负作用。强
静电相互作用抵消了极性溶剂化能的作用，对C―
CN键的活化及断裂而言非常重要。和原生HbHNL
体系相比，K236A，S80A和T11A突变体系的结合
自由能分别减小了12.4、19.8和5.1 kJ∙mol－1，这可
能主要来自于静电相互作用。此外，从per-residue
模式对各个残基进行了自由能能量分解来看，位
于活性位点的 Ile12、Cys81、Leu157和His235对
底物结合有显著作用，其中，范德华及非极化溶
剂能为主要贡献。
4 结论与展望
本文简要总结了我们近年关于几类酶催化过
程全程模拟研究的进展。通过构建合理的MM和
QM/MM多尺度模型，基于经典和量子-经典动力
学模拟，实现了对整个酶催化过程微观机理的理
论描述。模拟研究不仅可以预测酶催化化学反应
过程的机理，而且能够获得底物输运与产物释放
过程的分子机制及其能量学性质，探明蛋白质构
象变化和关键残基对酶催化的影响，为酶活性的
调控、酶抑制剂的合理设计、仿酶催化新体系的
发展等酶工程领域的相关研究提供理论依据。
基于全程模拟，可以获得底物输运通道的完
整图像和关键残基的作用机制，有助于对酶和底
物的结构进行针对性的改造，加强或减弱底物与
通道侧链残基间的相互作用，实现底物选择性的
传递。对生物逆合成有机分子而言，在关键残基
的驱使下，使得具有不同官能团的有机分子进入
酶活性位点，可以在一定程度上丰富分子合成的
种类。在药物分子设计中，可以根据获得的残基
和底物作用模式，设计具有特定官能团的药物分
子，延长药物-靶标作用时间，药物-靶标作用时间
的调控在药物结合动力学中具有重要意义，这也
是实验研究较为关心的问题之一 172。此外，基于对
酶催化化学反应步模拟获得的过渡态电子结构及
其与周围氨基酸残基结合模式等信息，可以设计
一个过渡态类似物，使其与酶紧密结合，而设计
出的分子极有可能成为该酶的抑制剂，这也是基
于机制或结构的现代计算机辅助药物设计方法之
一 173 － 175。近期，Zhou等 176通过 QM/MM MD模
拟，探明了HDAC酶催化反应的微观机理，并发
展了一种基于反应机理设计抑制剂的策略，设计出
HDAC2选择性抑制剂 β-羟甲基查尔酮，而且，通
过实验验证其结合能力较强，是HDAC1的20倍。
量子-经典力学(QM/MM)组合方法是目前研究
酶催化反应最为流行的方法之一，但随着QM区域
的增大，计算量也会显著增加，尤其是QM/MM
MD模拟，很难采用大的QM分区。此外，在QM/
MM中，MM部分的原子电荷一般都是非极化的，
无法正确地描述QM和MM区域的相互作用，影响
QM/MM的计算结果。目前的QM/MM方法仍存在
许多挑战，还需要发展理论新方法，合理描述
QM/MM方法中多尺度边界和长程QM-MM Cou-
lomb相互作用，实现低标度QM计算和多尺度的
快速QM/MM MD模拟，提高QM/MM计算和QM/
MM MD模拟方法的精确性和效率。
近年来基于分块的量子力学计算方法的发展
为大的QM分区提供了可能 177,178，并在QM/MM计
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算中获得应用。利用大分子体系内的“化学局域
性”，将较大的QM区域分块处理，在减少计算量
的同时获取更为精确的结果，目前已经逐步应用
于蛋白质-配体结合自由能和蛋白质NMR化学位移
等问题的计算，在药物设计中具有重要应用价
值 178－181。粗粒化分子动力学能够在有限的计算能
力下，对大尺度的分子体系进行描述，目前已经
应用于生物膜及蛋白质生物合成等问题的计算
中，在生物化学和分子生物学的理解中具有重要
意义 182,183，通过和QM/MM方法的结合，拓展多尺
度模拟方法的应用。增强抽样方法的发展有助于
改进QM/MM MD方法扫描蛋白质构象和预测其热
力学性质的能力，使得理论与实验的直接可比性
更强 184－186。介观动力学的发展使宏观热力学与微
观动力学有效结合，在药物运输等方面具有十分
重要的应用价值 187。总之，这些多尺度计算模拟方
法的发展和结合，可以突破现有方法在体系大
小、时间尺度、准确性等方面的局限，实现复杂
生物体系和酶催化过程的多尺度全程模拟。
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